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esumen

El mono aullador de manto Alouatta  palliata  mexicana  es una subespecie mexicana cuyas poblaciones se han reducido por la pérdida y
ragmentación de su hábitat. Esta alteración del hábitat tiene un impacto negativo sobre su diversidad genética. En este estudio se estima la
iversidad genética para A.  palliata  mexicana  en 4 grupos en hábitat continuo y 3 en fragmentos de selva, localizados en la Reserva de la Biosfera
os Tuxtlas. Se extrajo ADN de muestras fecales y se analizaron 13 loci de microsatélites, de los cuales 8 resultaron polimórficos. Los resultados
btenidos sugieren una baja diversidad genética en este primate (Ho = 0.14, He =  0.23,  Na = 2.88), y una baja diferenciación genética (Fst  = 0.043,

 = 0.01) entre el hábitat continuo y fragmentado. No se encontraron diferencias significativas al comparar los parámetros de diversidad genética
ntre grupos, ni tipo de hábitat. El índice de endogamia fue positivo para cada uno de los grupos, y significativamente diferente de cero en el
ábitat continuo y en los fragmentos de selva, lo cual indica una deficiencia de heterocigocidad en ambas condiciones ecológicas. Los resultados
btenidos se discuten en relación con su historia de colonización y de la fragmentación de la selva.
erechos Reservados © 2016 Universidad Nacional Autónoma de México, Instituto de Biología. Este es un artículo de acceso abierto distribuido
ajo los términos de la Licencia Creative Commons CC BY-NC-ND 4.0.

alabras clave: Variabilidad genética; Mono aullador; Primates; Microsatélites; Heterocigocidad; Endogamia; Fragmentos de selva
bstract

Habitat loss and fragmentation are major threats to Mexican mantled monkey (Alouatta  palliata  mexicana), which have reduced drastically the
ize of its natural populations. This reduction causes a negative impact on its genetic diversity, which in turns threatens the viability of its remnant

owler monkeys inhabiting continuous and 3 in fragmented forest sections at
, and 13 microsatellite loci were analyzed, which resulted in 8 polymorphic
=  0.23  and Na = 2.88) and low genetic differentiation (Fst  = 0.043, p = .01)

 differences between groups or habitat type in any of the genetic diversity
opulations. In this study, genetic diversity is determined in 4 groups of h
os Tuxtlas Biosphere Reserve. DNA was extracted from fecal samples

oci. Our results suggest low levels of genetic diversity (Ho = 0.14, He

etween continuous and fragmented habitats. We found no significant
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parameters analyzed. The inbreeding index was positive for each group and significantly different from zero in continuous and fragmented habitats,
indicating heterozygosity deficiency in both ecological conditions. We discuss the results in relation to colonization history of howler monkeys
and forest fragmentation.
All Rights Reserved © 2016 Universidad Nacional Autónoma de México, Instituto de Biología. This is an open access item distributed under the
Creative Commons CC License BY-NC-ND 4.0.
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ntroducción

El género Alouatta  representa primates neotropicales con una
mplia distribución desde el sureste de México hasta el norte
e Argentina (Cortés-Ortiz, Rylands y Mittermeier, 2015). Este
énero contiene 9 especies: Alouatta  palliata,  Alouatta  mac-
onelli, Alouatta  pigra,  Alouatta  seniculus,  Alouatta  arctoidea
louatta  sara,  Alouatta  caraya,  Alouatta  belzebul, y Alouatta
uariba (Cortés-Ortiz et al., 2015). La especie A.  palliata  está
onstituida por 5 subespecies: A.  p.  palliata, A.  p.  mexicana, A.
. aequatoriales,  A.  p.  coibensis  y A.  p.  trabeata  (Cortés-Ortiz
t al., 2015).

En México, la subespecie A.  palliata  mexicana  se distri-
uye en los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas y Oaxaca
Oropeza-Hernández y Rendón-Hernández, 2012) y es una de
as subespecies que está catalogada por la Unión Internacional
ara la Conservación de la Naturaleza como críticamente amena-
ada (Cuarón, Shedden, Rodríguez-Luna, de Grammont y Link,
008) y por la Norma Oficial Mexicana NOM-059 (Semarnat,
010) como en peligro de extinción. A pesar del grado de vulne-
abilidad de A.  p.  mexicana, existe escasa información sobre la
iversidad genética en las poblaciones remanentes (Dunn et al.,
014). La información existente indica que esta subespecie pre-

enta bajos niveles de variación, que pueden ser producto ya
ea de un evento de cuello de botella o un efecto fundador;
mbos relacionados con la historia de colonización y expansión
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igura 1. Marcadores moleculares utilizados en estudios que reportan variabilidad ge
eferencias: A. belzebul (Schneider et al., 1991; Melo, Sampaio, Schneider y Schneide
t al., 2004; Nascimento, Bonvicino, da Silva, Schneider y Seuanez, 2005; Nascim
errari, Silva y Schneider, 2010). A. caraya (Szapkievich, Comas, Zunino y Mudry
ascimento et al., 2007; Oklander, Zunino, Di Fiore y Corach, 2007; Ruiz-García et a
klander y Corach, 2013). A. macconnelli (Ruiz-García et al., 2007). A. palliata (M

 Hoelzer, 2006; Ruiz-García et al., 2007; Milton et al., 2009; Cortés-Ortiz et al., 20
inkler et al., 2004; del Valle, Estrada, Espinoza, Lorenzo y Naranjo, 2005; Ellswo
elle, Estrada, Strier y di Fiore, 2012). A. seniculus (Lima et al., 1990; Pope, 1992; 

006; Ruiz-García et al., 2007). A. guariba (Harris, Gifalli-Iughetti, Braga y Koiffma

e
b
K

e este primate en Centroamérica (Dunn et al., 2014; Ellsworth
 Hoelzer, 2006).

La variación genética en diferentes poblaciones del género
louatta se ha examinado utilizando diversos marcadores mole-
ulares tales como isoenzimas, aloenzimas, microsatélites y
ecuencias de ADN mitocondrial (fig. 1). De estos marcado-
es, los microsatélites son los más utilizados principalmente en
as especies A.  palliata,  A.  caraya  y A.  pigra  (fig. 1). Los resul-
ados obtenidos de diversidad genética en diferentes especies de
louatta indican que A. belzebul  y A.  seniculus  son las especies
on niveles altos de diversidad con distintos marcadores mole-
ulares (tabla 1). La especie A.  caraya  tiende a mostrar niveles
ntermedios de diversidad genética (isoenzimas) aunque exis-
en casos en los que se han documentado valores cercanos a los
btenidos para A.  belzebul  o A.  seniculus, utilizando microsa-
élites y ADN mitocondrial (tabla 1). En cambio, A.  pigra  y A.
alliata son las especies que presentan niveles bajos de diversi-
ad genética medida a través de ADN mitocondrial, isoenzimas

 microsatélites (tabla 1).
Estas diferencias en los valores de diversidad genética entre

as especies del género Alouatta  se han atribuido a eventos rela-
ionados con su historia biogeográfica (Cortés-Ortiz et al., 2003;
llsworth y Hoelzer, 2006; Zaldívar et al., 2003), a los cambios
lliata A. pigra A. seniculus A. guariba

Microsatélites mtDNA

nética en diferentes especies de monos aulladores del género Alouatta.
r, 1992; Sampaio, Schneider y Schneider, 1996; Zaldívar et al., 2003; Gonçalves
ento, Bonvicino, de Oliveira, Schneider y Seuánez, 2008; Bastos, Gonçalves,
, 1998; Nascimento et al., 2005; Ascunce, Hasson, Mulligan y Mudry, 2007;
l., 2007; Oklander et al., 2010; Collevatti, Souza-Neto, Silva-Jr y Telles, 2013;
almgren y Brush, 1978; Zaldívar et al., 2003; Winkler et al., 2004; Ellsworth
10; Dunn et al., 2014). A. pigra (James, Leberg, Quattro y Vrijenhoek, 1997;
rth y Hoelzer, 2006; Améndola-Pimenta, 2009; Cortés-Ortiz et al., 2010; Van
Sampaio et al., 1996; Pope, 1998a; Zaldívar et al., 2003; Ellsworth y Hoelzer,
nn, 2005).

n el tamaño de las poblaciones por huracanes o epidemias (fie-
re amarilla), a la pérdida y fragmentación del hábitat (Oklander,
owalewski y Corach, 2010; Pope, 1996; Ruiz-García et al.,
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Tabla 1
Diversidad genética estimada con diferentes marcadores moleculares en monos aulladores del género Alouatta.

DNA
mitocondrial
(h)

Isoenzimas/aloenzimas
(H)

Microsatélites
(H)

Referencias

A. belzebul 0.95 0.05-0.09 0.65-0.74 Sampaio et al. (1996); Zaldívar et al. (2003); Gonçalves
et al. (2004); Nascimento et al. (2008); Bastos et al. (2010)

A. seniculus 0.096-0.110 0.64-0.65 Lima et al. (1990); Zaldívar et al. (2003); Ellsworth y
Hoelzer (2006); Ruiz-García et al. (2007)

A. caraya 0.877-0.946 0.04 0.54-0.60 Szapkievich et al. (1998); Ascunce et al. (2007);
Nascimento et al. (2007); Oklander et al. (2010); Collevatti
et al. (2013)

A. pigra 0.02 0.3-0.59 James et al. (1997); del Valle et al. (2005); Van Belle et al.
(2012)

A. palliata 0.486 0-0.01 0.16-0.56 Zaldívar et al. (2003); Winkler et al. (2004); Ruiz-García
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: diversidad haplotípica; H: heterocigocidad promedio.

007), así como a diferencias en los patrones de dispersión
ebido a las condiciones ecológicas en las cuales se encuen-
ran las poblaciones de aulladores (Nascimento, Bonvicino y
euánez, 2007).

La pérdida y fragmentación del hábitat tienen consecuen-
ias importantes en la diversidad genética de las poblaciones, ya
ue puede causar reducción de los tamaños poblacionales, aisla-
iento entre poblaciones y limitar la dispersión de los individuos

ntre parches; estos factores provocan una pérdida de diversi-
ad genética, altos niveles de endogamia, y por consiguiente las
oblaciones o especies corren el riesgo de extinción (Frankham,
allou y Briscoe, 2010). Un caso particular es la región de
os Tuxtlas, Veracruz, en las selvas húmedas del sureste de
éxico, ya que cerca del 80% de la vegetación original ha sido

eforestada, principalmente por la conversión de selva a pasti-
ales de ganadería (Ricker, López-Vega y Mendoza-Márquez,
n prensa). Esta situación ha tenido un impacto negativo en las
oblaciones de mono aullador de manto que habitan en la región,
a que se han reducido drásticamente las poblaciones y algunas
ermanecen aisladas en fragmentos de selva (Arroyo-Rodríguez

 Mandujano, 2006; Estrada, Juan-Solano, Martínez y Coates-
strada, 1999). Sin embargo, existe escasa información sobre
spectos genéticos de estas poblaciones.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivos estimar la
iversidad genética en A.  p.  mexicana  en la región de Los Tux-
las, y comparar la diversidad genética en grupos de monos
ulladores de manto que habitan en selva continua y fragmentos
e selva. Lo anterior, con la finalidad de generar información
obre aspectos genéticos en monos aulladores que habitan en
n paisaje fragmentado en dicha región. Para ello, se analizó la
ariación de microsatélites a partir de ADN extraído de mues-
ras fecales de monos aulladores de manto que habitan en la
eserva de la Biosfera Los Tuxtlas, en Veracruz. Considerando

a historia biogeográfica de la especie, se espera que A.  p.  mexi-
ana en la región de los Tuxtlas presente una baja diversidad
enética. Por otro lado, los grupos de monos aulladores en frag-
entos de selva presentarán bajos niveles de diversidad y altos
iveles de endogamia en comparación con los grupos de selva
ontinua, como resultado de la pérdida y fragmentación de la
elva.

(
g
t

et al. (2007); Milton et al. (2009); Dunn et al. (2014)

ateriales  y  métodos

El presente estudio se llevó a cabo en un hábitat continuo
 3 fragmentos de selva que se encuentran en la Reserva de
a Biosfera Los Tuxtlas al sureste de Veracruz (18◦42’-18◦15’
, 95◦17’-94◦40’O). La reserva cubre una superficie total de
55,122.46 ha, divididas en una de zona de amortiguamiento
125,403 ha) y 3 zonas núcleo: volcán San Martín Pajapan
1,883 ha), volcán Santa Marta (18,031 ha) y volcán San Mar-
ín Tuxtla (9,805 ha) (Diario Oficial de la Federación, 1998).
a vegetación dominante en la reserva es selva alta perennifo-

ia, aunque en el caso de las áreas fragmentadas presentan un
lto grado de perturbación encontrándose vegetación secunda-
ia (Ibarra-Manríquez, Martínez-Ramos, Dirzo y Núñez-Farfán,
997). El clima es cálido y húmedo con temperatura promedio
nual de 24.1◦ C y precipitación promedio anual de 4,201 mm;
arzo (92 mm) y abril (77 mm) son los meses más secos, y la

poca de lluvia comprende de junio a febrero (Gutiérrez-García
 Ricker, 2011).

El hábitat continuo se localiza en la selva protegida de la
stación de Biología Tropical Los Tuxtlas del Instituto de Bio-

ogía de la UNAM (18◦34’-18◦46’ N, 95◦ 04’-95◦09’ O). Este
itio cubre una superficie total de 640 ha (fig. 2a) y forma parte
el área de selva del volcán San Martín Tuxtla. En relación a los

 fragmentos de selva, el primer fragmento (F1) tiene un área de
 ha (18◦36’N y 95◦04’ O) y el segundo fragmento (F2) de 42 ha
18◦37’N y 95◦05’O), los cuales se ubican en los terrenos del
jido Balzapote (fig. 2a). El tercer fragmento (F3) de selva de
3 ha (18◦38’N y 95◦05’O) se ubica en el cerro del Borrego en
l ejido de Monte Pío (fig. 2a). La distancia promedio entre frag-
entos es de 2 km, y de los fragmentos con el hábitat continuo

s de 3.7 km.
Durante los periodos de marzo a octubre de 2009, abril a

oviembre de 2010 y mayo de 2011 se recolectaron muestras
ecales de individuos pertenecientes a 4 grupos de monos aulla-
ores en hábitat continuo, de los cuales 2 fueron grupos vecinos
C3 y C4) con respecto a los 2 grupos principales de estudio

C1 y C2; fig. 2a). También se obtuvieron muestras fecales de 3
rupos en fragmentos de selva; cada grupo en un fragmento de
amaño diferente (GF1: grupo del fragmento de 4 ha, GF2: grupo
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Figura 2. a) Mapa del sitio de estudio. Los polígonos de color negro muestran el ámbito hogareño de los grupos de monos aulladores de manto en el hábitat continuo
(C1, C2, C3 y C4) y en los fragmentos de selva (F1, F2 y F3). F1 = fragmento de 4 ha. F2 = fragmento de 42 ha. F3 = fragmento de 93 ha. El hábitat continuo (HC) de
la estación de Biología Tropical Los Tuxtlas y los tres fragmentos de selva se encuentran delimitados con las líneas blancas. b) Barreras genéticas detectadas en el
p s de ac
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rograma Barrier v2.2. Las barreras se muestran con líneas negras y enumerada
s el porcentaje de bootstrap que apoyan a cada segmento de la barrera. La líne
eselación de Voronoi.

el fragmento de 42 ha y, GF3: grupo del fragmento de 93 ha;
g. 2a). El tamaño y composición de los grupos se muestran en la

abla 2. Cada uno de los miembros del grupo se identificaron por
dad (adultos, subadultos, juveniles e infantes) siguiendo la cla-
ificación de Balcells y Baró (2009); por sexo (macho y hembra)
n adultos ya que en infantes y juveniles no es posible detectarlo

 simple vista, y por características físicas tales como, tamaño,
anchas sin pigmento en piel y pelaje de diferentes partes del

uerpo (cola, manos y patas), y cicatrices faciales.
En total se recolectaron 61 muestras fecales de individuos per-

enecientes a los 7 grupos estudiados (tabla 2). El excremento
e colectó fresco ya que se siguió a cada uno de los individuos,
reviamente identificados, hasta el momento de la defecación.
ada muestra se tomó con guantes y cucharas desechables nue-

as para evitar cualquier contaminación con ADN humano o de
as heces de otro mono. Las excretas se almacenaron inmedia-
amente en frascos de plástico esterilizados y se mantuvieron

E

c

abla 2
amaño y composición de los grupos de monos aulladores de manto (A. palliata mex
iosfera Los Tuxtlas. En paréntesis se indica el número de individuos que se genotip

Hábitat continuo 

C1 C2 C3a

A 5-6 (5) 2-4 (3) 3 (1) 

A 2-3 (3) 3-5 (3) 4 (2) 

A 0 0-2 (1) 0 

 0-1 (1) 1-3 (2) 3 

 1-2 (2) 2-4 (1) 3 

otal 8-12 (11) 10-16 (10) 13 (3) 1

1 : grupo 1; C2 : grupo 2; C3 : grupo 3; C4 : grupo 4; GF1 : grupo del fragmento de 

A : hembra adulta; I : infante; J : juvenil; MA : macho adulto; SA : subadulto.
a Grupos vecinos en el hábitat continuo.
uerdo al orden de importancia (I, II y III). Los valores a un lado de las barreras
teada representa la triangulación de Delaunay y la línea sólida blanca indica la

n una hielera mientras permanecían en campo con el fin de
vitar la degradación del ADN por incrementos en la tempera-
ura del ambiente (Nsubuga et al., 2004). Después del trabajo
e campo, las muestras fueron procesadas siguiendo el método
e conservación de «dos pasos» (two-step) de Roeder, Archer,
oiner y Morin (2004) ya que permite extraer una mayor can-

idad de ADN y de mejor calidad para los análisis genéticos. A
ste método se le aplicaron las siguientes modificaciones: a cada
uestra se le añadió etanol al 100% y se colocaron en un refri-

erador (4◦ C) durante 24 a 26 h; posteriormente el etanol fue
etirado, se le añadió sílica gel y se mantuvieron en refrigeración
4 ◦C) hasta el momento de extracción de ADN.
xtracción  y  amplificación  del  ADN

El ADN genómico de las heces de los aulladores fue extraído
on el kit comercial QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen)

icana) en el hábitat continuo y en los fragmentos de selva de la Reserva de la
aron.

Hábitat fragmentado

C4a GF1 GF2 GF3

6 (2) 3 (3) 6-7 (3) 5-6 (3)
2 (2) 3 (3) 5-6 (3) 5-6 (2)
0 0-2 1-4 0-3 (2)
1 2-4 (2) 0-3 (3) 2-3 (2)
1 1-3 (2) 1-2 (2) 2-5 (3)

0 (4) 11-13 (10) 16-19 (11) 15-22 (12)

4 ha; GF2 : grupo del fragmento de 42 ha; GF3 : grupo del fragmento de 93 ha;
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Tabla 3
Loci de microsatélites junto con su unidad repetida, temperatura de alineamiento (Ta) y el secuenciador en el cual fueron procesados (*).

Locus Secuencia repetida en tándem Ta Secuenciador
ABI PRISM

310 3100 3500 3730

Ap68 (TG)17 50.2 ◦C * * * *
Ap74 (TG)19 56 ◦C * * *
Apm01 (TG)25 60 ◦C * *
Apm04 (AC)21 62 ◦C * *
Apm09 (CA)16 56 ◦C * *
Ab04 (GA)2AA(GA)12AG 60 ◦C * * *
Ab06 (CT)9TTT(CT)11GTCTGTCTTAT(AC)16 55 ◦C * * *
Ab16 (CAAA)11GAAGAAAGAAGGAAAGAA(GAAA)2 60 ◦C * *
Ab17 (CAAA)2G(GAAA)2GAGAAAAA(GAAA)14 62 ◦C * *
Ab20 (CAAA)16 63 ◦C * * *
D6S260 (CA)23 55 ◦C * *
D ◦
D
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8S165 (AC)16

14S51 (GT)19

iguiendo las instrucciones del protocolo de extracción del kit
 las modificaciones sugeridas por Nsubuga et al. (2004). Tam-
ién se extrajo ADN de tejido hepático y músculo de una hembra
dulta (A.  palliata) con el kit de extracción DNeasy Blood & Tis-
ue (Qiagen). Estas muestras se utilizaron como control positivo
ara las extracciones y amplificaciones de ADN. Los tejidos
ueron proporcionados por la Colección Nacional de Mamífe-
os del Instituto de Biología, Universidad Nacional Autónoma
e México. El ADN extraído de heces y tejido fue almacenado

 una temperatura de -20 ◦C.
El número de microsatélites seleccionados fueron 13 por ser

dentificados como polimórficos para A.  palliata, de los cua-
es 5 fueron caracterizados para A.  palliata  (Ap68 y Ap74,
llsworth y Hoelzer, 1998; Apm01, Apm04 y Amp09, Cortés-
rtiz, Mondragón y Cabotage, 2010), 3 fueron descritos para
umanos (D6S260, D8S165 y D14S51, Ellsworth y Hoelzer,
998) y 5 fueron diseñados para A.  belzebul  (Ab04, Ab06,
b20, Ab17 y Ab16, Gonçalves, Silva, Barbosa y Schneider,
004).

El extremo 5’ del oligo «forward» de cada microsatélite se
arcó con fluorescencia FAM (Ap74, Ab06, Ap68, D6S260,
b16, Apm04, D8S165), HEX (Apm09, D14S51, Ab20 y Ab04)

 NED (Apm01, Ab17). Los 13 microsatélites fueron amplifi-
ados con los reactivos del kit Multiplex PCR Kit (Qiagen).
ada PCR fue realizada en un volumen final de 15 �L, man-

eniendo las concentraciones de cada reactivo sugeridas por el
rotocolo de amplificación del Kit (PCR Multiplex con solución
). Además, se agregó 1 �L de albúmina de suero de bovino para

liminar inhibidores (ej. sustancias de plantas, alcaloides, poli-
acáridos) de la TaqDNA polimerasa que puedan encontrarse en
as heces de los monos aulladores.

Las condiciones de amplificación en el termociclador fueron
as siguientes: desnaturalización inicial a 95 ◦C durante 15 min
eguido de 40 ciclos de desnaturalización a 95 ◦C por 1 min,
lineamiento (ver tabla 3 para la temperatura específica de cada

◦
ocus) por 1 min y extensión a 72 C por 1 min, y una extensión
nal a 72 ◦C por 30 min. Los productos de cada PCR fueron
isualizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2%
ara verificar la calidad y el tamaño de las muestras amplificadas

d
E
l

55 C * * *
56 ◦C * * *

sí como para confirmar que no existiera contaminación en los
ontroles negativos.

Los genotipos determinados a partir del análisis de microsaté-
ites con ADN de muestras fecales están propensos a asignarlos
e manera incorrecta debido a errores ligados a la secuencia
e ADN (alelos nulos) y errores estocásticos (ej. falso alelo y
mplificación preferencial de un alelo: «allelic  dropout»; Bonin
t al., 2004; Pompanon, Bonin, Bellemain y Taberlet, 2005). Por
o tanto, para incrementar la confiabilidad en la asignación de
enotipos, se repitieron las PCR en el 33% (promedio) de las
uestras para cada locus (tabla 4), y de las cuales se hicieron

 repeticiones para homocigotos y 2 para heterocigotos (Bayes,
mith, Alberts, Altmann y Bruford, 2000).

enotipificación

Los productos de PCR visualizados en el gel de agarosa
ueron separados mediante electroforesis capilar utilizando 4
iferentes secuenciadores (tabla 3). El uso de diferentes equipos
e debió a que las muestras fueron analizadas en diferentes perio-
os de tiempo, y a la disponibilidad de estos en el laboratorio. Se
tilizó el secuenciador ABI PRISM 3730 junto con GeneScan
00 ROX como marcador de peso estándar, y los secuenciadores
BI PRISM 310, 3500 y 3100 con GeneScan 350 ROX como
arcador de peso estándar. Considerando que las muestras se

rocesaron en diferentes equipos, se utilizó el programa Alle-
ogram v2.2. (Morin, Manaster, Mesnick y Holland, 2009) para
dentificar las diferencias en el número de pares de bases de los
lelos resultantes y normalizar los alelos diferentes. Para norma-
izar los alelos se utilizaron muestras control, que en este caso
ueron aquellas que se procesaron en los diferentes secuencia-
ores.

nálisis  genéticos
El programa GENEPOP v4.2 (Rousset, 2008) se usó para
etectar aquellos loci que podrían presentar desviaciones del
quilibrio Hardy-Weinberg y evidencia de desequilibrio de

igamiento (DL). Este análisis se realizó a través del método
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Tabla 4
Características de los 13 loci de microsatélites amplificados en 61 muestras de monos aulladores de manto (Alouatta palliata mexicana) de la Reserva de la Biosfera
Los Tuxtlas, Veracruz.

Locus N Muestras
repetidas (%)

Tamaño
alelos (pb)

Na Ne Ho He EHW

x2 df P

Ap68 59 34 191 1 1.00 0.00 0.00 – – –
Ap74 34 37 146-152 3 1.16 0.15 0.14 0.00 4 1.00
Apm01 50 27 208-222 5 1.20 0.10 0.17 8.31 4 0.08
Apm04 39 29 246-250 2 1.98 0.23 0.49 16.78 12 0.16
Apm09 22 61 176 1 1.00 0.00 0.00 – – –
Ab04 52 38 181-183 2 1.08 0.08 0.07 – – –
Ab06 38 41 272-276 3 1.14 0.08 0.12 – – –
Ab16 55 36 170 1 1.00 0.00 0.00 – – –
Ab17 20 33 162 1 1.00 0.00 0.00 – – –
Ab20 52 17 237 1 1.00 0.00 0.00 – – –
D6S260 55 19 176-180 3 2.03 0.42 0.51 13.24 14 0.51
D8S165 30 32 137-139 2 1.18 0.03 0.15 6.63 4 0.16
D14S51 35 25 135-143 3 1.19 0.00 0.16 15.28 6 0.02
Promedio (± EE)
(todos los loci)

41.62 (3.63) 33 2.15 (0.34) 1.23 (0.10) 0.08(0.03) 0.14 (0.05) 60.24 48 0.11

Promedio (± EE)
(loci variables)

41.63 (3.66) 2.88 (0.35) 1.37 (0.14) 0.14 (0.05) 0.23 (0.06) 60.24 48 0.11
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HW: equilibrio de Hardy-Weinberg; He: heterocigocidad esperada; Ho: hetero
e: número efectivo de alelos;. –: parámetros no estimados por el programa GE

xacto de Fisher y usando los parámetros preconfigurados de
ENEPOP para el protocolo de la cadena de Markov (1,000
ememorizaciones, 100 lotes y 1,000 iteraciones por lote). El
ivel de significancia (�) fue ajustado mediante la corrección
e Bonferroni para comparaciones múltiples (p  = 0.05/k, donde

 es el número de grupos). El programa MICRO-CHEKER
2.2.3 (Van Oosterhout, Hutchinson, Wills y Shipley, 2004) se
tilizó para detectar errores debido al «tartamudeo» de la polime-
asa (stutter), a la amplificación preferencial de un alelo (allelic
ropout) y alelos nulos. Además, se utilizó para determinar la
recuencia de alelos nulos en cada uno de los loci. El programa
enAlEx v6.5 (Peakall y Smouse, 2012) se usó para estimar el
úmero de alelos (Na), número efectivo de alelos (Ne), hetero-
igocidad observada (Ho) y heterocigocidad esperada (He) para
ada locus.

Con el objetivo de comparar la diversidad genética entre los
rupos de monos aulladores y entre tipos de hábitat (continuo
s. fragmentado), se estimaron diferentes parámetros de diver-
idad genética por grupo y por tipo de hábitat. Para lo cual, 5
oci polimórficos fueron seleccionados (Apm01, Apm04, Ab04,
b06 y D6S260) por presentar un mayor número de muestras

mplificadas (tabla 4) y menos del 30% de datos faltantes por
ocus (promedio: 14.8% de datos faltantes por locus). También
e seleccionaron aquellas muestras (50) que presentaron datos
enotípicos en más de 2 loci de los 5 loci polimórficos.

Para cada grupo de monos aulladores y tipo de hábitat se
stimó la riqueza alélica (Ar:  número promedio de alelos por
ocus, corregido por tamaño de muestra) utilizando el método
e rarefacción con el programa Fstat v2.9.3.2 (Goudet, 1995).
ambién se determinó el número promedio de alelos por locus

A), He  y Ho  con el programa GenAlEx v6.5 (Peakall y Smouse,
012) y el coeficiente de endogamia (Fis) en el programa Gene-
ix v4.05 (Belkhir, Borsa, Goudet y Bonhomme, 2004). Las

p
s
F

idad observada; N: número de muestras genotipificadas; Na: número de alelos;
P.

ruebas Kruskal–Wallis y U Mann-Whitney (Zar, 2010) se
tilizaron para determinar diferencias en los parámetros de
iversidad genética entre grupos y tipo de hábitat, respectiva-
ente. Estos análisis estadísticos se realizaron en el programa

BM SPSS Statistics 22.
Para determinar si las poblaciones de monos aulladores han

xperimentado una reciente reducción en su tamaño efectivo
oblacional (cuello de botella) se utilizó el programa BOTTLE-
ECK v1.2.02 (Piry, Luikart y Cornuet, 1999). Este programa

ompara la He de la población con la heterocigocidad esperada
n equilibrio de mutación-deriva génica (Heq) para cada locus,

 determina si las poblaciones presentan un exceso de hetero-
igocidad (He > Heq) (Cornuet y Luikart, 1996). La prueba de
ilcoxon fue utilizada, debido al pequeño número de loci (5),

ara determinar si la población presenta un exceso de hetero-
igotos bajo el modelo de mutaciones de dos fases (TPM, por
us siglas en inglés; Di Rienzo et al., 1994) con 95% de SMM,
arianza de 12% (Piry et al., 1999) y 10,000 repeticiones.

El nivel de diferenciación genética se determinó entre gru-
os y entre tipos de hábitat, estimando los valores de Fst  a partir
el análisis de varianza molecular (AMOVA, por sus siglas en
nglés). Este análisis se realizó en el programa GenAlEx v6.5
Peakall y Smouse, 2012) activando la opción de interpolar
atos faltantes. La significancia estadística de las pruebas se
stimó a partir de 9,999 permutaciones y se aplicó la corrección
onferroni para comparaciones múltiples.

El programa Barrier v2.2 (Manni, Guerard y Heyer, 2004) se
tilizó para identificar la posible presencia de barreras genéticas
ntre los grupos. Para este análisis se utilizó una matriz de valo-
es de Fst  y la ubicación geográfica de cada grupo determinada

or coordenadas geográficas. La confiabilidad de cada barrera
e determinó a partir de 100 réplicas bootstrap de la matriz de
st, utilizando el paquete diveRsity (Keenan, McGinnity, Cross,
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igura 3. Diversidad genética por grupo de monos aulladores de manto (A. pal
stimar cada uno de los parámetros de diversidad se muestran en la tabla 5. Los 

uperior de las barras indican el error estándar.

rozier y Prodöhl, 2013). La robustez de cada barrera es pro-
orcional al número de veces que la barrera es apoyada por las
éplicas bootstrap.

esultados

El análisis de 13 loci de microsatélites indicó que 5 loci fueron
onomórficos y 8 polimórficos (tabla 4). No se encontró eviden-

ia significativa de desequilibrio de Hardy-Weinberg (p  > 0.05)
n ninguno de los loci variables, incluyendo el locus D14S51,
espués de aplicar la corrección Bonferroni (�  = 0.007; tabla 4).
n ninguno de los loci se encontró evidencia de DL (p  > 0.05). La

recuencia de alelos nulos presentó un valor de 0.2 para los loci
pm04 y D14S51, y 0.1 para Apm01. Dakin y Avise (2004)

ugieren que la presencia de alelos nulos con una frecuencia
enor o igual a 0.2 no causa algún problema en los análisis
enéticos. Por tal razón, dichos loci no se descartaron de los
nálisis subsecuentes.

El análisis de los 8 loci polimórficos indicó que el prome-
io de Ho  es de 0.14 y de He  es de 0.23. El valor de A  fue de

d
d
c

abla 5
ndice de endogamia y valores de p obtenidos en la prueba de Wilcoxon del modelo m

N Loci FIS

rupos
C1 8 5 0.24
C2 10 5 0.42
C3 3 5 0.38
C4 4 5 0.25
GF1 7 5 0.39
GF2 9 5 0.75
GF3 9 5 0.18

ábitat
Continuo 25 5 0.33
Fragmentado 25 5 0.39

1 : grupo 1 del hábitat continuo; C2 : grupo 2 del hábitat continuo; C3 : grupo 3 del 

F1 : grupo del fragmento de 4 ha; GF2 : grupo del fragmento de 42 ha; GF3 : grupo de
exicana) y por tipo de hábitat. El número de individuos y loci utilizados para
ros dentro de las barras representan los valores promedio. Las líneas en la parte

.88 y el promedio de Ne  fue de 1.37 (tabla 4). El análisis de
iversidad por tipo de hábitat indicó que los monos aulladores
n hábitat continuo presentaron valores ligeramente superiores
n A (2.40), Ar  (2.23), Ho  (0.19) y He  (0.28), comparado con
os grupos en el hábitat fragmentado para cada uno de los pará-

etros de diversidad (A  = 2.00; Ar  = 1.92; Ho  = 0.15; He  = 0.24;
g. 3). El análisis por grupo indicó que el grupo GF2 presentó
alores inferiores en todos los parámetros de diversidad gené-
ica (A  = 1.60; Ar  = 1.37; Ho  = 0.06; He  = 0.19) mientras que el
rupo C4 presenta valores superiores en Ar  (1.58) y Ho  (0.25) y
l C2 en A  (2.00) y He  (0.28) (fig. 3). Sin embargo, no se encon-
raron diferencias significativas en los parámetros de diversidad
enética entre hábitats (U Mann Whitney; A: U  = 8.5 p = 0.42;
r: U  = 10 p = 0.69; Ho: U = 11 p  = 0.84; He: U  = 10 p  = 0.59) ni
ntre grupos (Kruskal Wallis; A:  H  = 1.90 p  = 0.93; Ar:  H  = 1.03

 = 0.99; Ho: H  = 3.59 p  = 0.73; He: H  = 1.18 p  = 0.98).
Los valores de FIS resultaron positivos para todos los grupos
e aulladores y por tipo de hábitat. FIS fue significativamente
iferente de cero para los grupos C2 y GF2, y para el hábitat
ontinuo y fragmentado (tabla 5). El análisis de cuello de botella

utacional de dos fases (TPM) calculado a través del programa Bottleneck.

IC 95% Valores de p para TPM

 -0.50 a 0.61 0.06
 0.02 a 0.71 0.56
 -1.00 a 0.50 0.88
 -0.77 a 1.00 0.13
 -0.27 a 0.79 0.19
 0.18 a 1.00 0.81
 -0.57 a 0.59 0.84

 0.08 a 0.53 0.89
 0.06 a 0.66 0.84

hábitat continuo; C4 : grupo 4 del hábitat continuo; FIS : índice de endogamia;
l fragmento de 93; IC : intervalo de confianza para FIS; N: número de muestras.
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Tabla 6
Valores de Fst (debajo la diagonal) para cada comparación pareada entre los grupos de monos aulladores.

C1 C2 C3 C4 GF1 GF2 GF3

C1 - 0.245 0.083 0.397 0.012 0.059 0.019
C2 0.017 - 0.388 0.398 0.385 0.377 0.386
C3 0.109 -0.051 - 0.423 0.412 0.068 0.051
C4 -0.020 -0.085 -0.018 - 0.401 0.394 0.412
GF1 0.135 0.000 -0.011 -0.038 - 0.244 0.410
GF2 0.075 -0.036 0.115 -0.063 0.019 - 0.394
G
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F3 0.097 -0.029 0.104 

os valores de Fst (debajo de la diagonal) y valores de p (arriba de la diagonal)

ndicó que no hay un exceso significativo de heterocigocidad
tabla 5) bajo el modelo mutacional TPM en ninguno de los
rupos ni en los tipo de hábitat.

El análisis de AMOVA mostró que no existe una diferencia-
ión genética entre los grupos estudiados (Fst  = 0.01, p = 0.33).
os valores de Fst  entre grupos variaron desde -0.098 (GF2 vs.
F3) a 0.135 (GF1 vs. C1) (tabla 6). Ningún valor de p, entre

omparaciones pareadas, fue significativo después de aplicar la
orrección Bonferroni (p  ≤  0.002). En cambio, cuando se rea-
izó el análisis por tipo de hábitat, AMOVA proporcionó un valor
e Fst  de 0.043 y significativo (p  = 0.01) lo cual indica una baja
iferenciación genética entre el hábitat continuo y fragmentado.
l análisis de Barrier detectó la existencia de 3 posibles barreras
enéticas (fig. 2b), de las cuales la primera barrera (I) es apo-
ada con 88% de los bootstrap, mientras que la segunda (II) y
a tercera barrera (III) son apoyadas con menos del 73% de los
ootstrap.  La barrera I separa a los grupos del hábitat continuo
C1, C2, C3 y C4) del fragmentado (GF1, GF2 y GF3) (fig. 2b).

iscusión

iversidad  genética  en  A. palliata mexicana

Los resultados de este estudio sugieren que los grupos de A.
. mexicana  estudiados en la Reserva de la Biosfera Los Tux-
las, presentan una baja diversidad genética comparado con lo
eportado en otros estudios con microsatélites para la misma
specie.  En este estudio se obtuvo en promedio 2.88 alelos por
ocus, una heterocigocidad observada de 0.14 y una heteroci-
ocidad esperada de 0.23 considerando 8 loci polimórficos. En
ambio, en otros trabajos para monos aulladores de manto (A.
alliata) se ha reportado una diversidad alélica de 3 (Winkler
t al., 2004), 4.7 (Ruiz-García et al., 2007), 5.7 (Milton, Lozier

 Lacey, 2009) y hasta de 6.3 (Ellsworth y Hoelzer, 2006) alelos
or locus, analizando 5, 9, 13, y 8 microsatélites, respectiva-
ente. En el caso de la heterocigocidad esperada, se reportan

alores de 0.37 (Ellsworth y Hoelzer, 2006), 0.45 (Ruiz-García
t al., 2007) y 0.58 (Milton et al., 2009), y para la heterocigo-
idad promedio observada de 0.16 (Winkler et al., 2004), 0.35
Ellsworth y Hoelzer, 2006) y 0.56 (Milton et al., 2009).

La baja diversidad genética encontrada en los grupos de

onos aulladores de manto en comparación con los estudios
encionados anteriormente, podría ser un reflejo de la historia

e colonización y expansión en Centroamérica de esta subes-
ecie (Dunn et al., 2014; Ellsworth y Hoelzer, 2006). Por lo

e
e
e
l

-0.043 -0.040 -0.098 -

timaron a partir de 9,999 permutaciones implementado en GenAlEx v6.5.

nterior, es de esperarse que las poblaciones de monos aulla-
ores de manto que se distribuyen en Norteamérica presenten
na menor diversidad genética que aquellos que se encuentren
n Centroamérica (Ellsworth y Hoelzer, 2006). Este supuesto
oincide con lo reportado en este trabajo, ya que se analiza-
on muestras de monos aulladores de una localidad de México

 se obtuvieron valores de diversidad genética menores en
omparación con los estudios que analizaron muestras de Cen-
roamérica (Ellsworth y Hoelzer, 2006; Milton et al., 2009;
uiz-García et al., 2007; Winkler et al., 2004). Adicionalmente,
icho supuesto se corroboró al realizar un análisis de correlación
ntre los patrones de diversidad (Ho,  He,  A,  Ar) y latitud, con-
iderando los estudios realizados en Centroamérica (Ellsworth

 Hoelzer, 2006; Milton et al., 2009; Winkler et al., 2004) y
éxico (Cortés-Ortiz et al., 2010; Ellsworth y Hoelzer, 2006 y

l presente estudio). Los resultados indican una relación negativa
ntre diversidad y latitud. Es decir, que a medida que aumenta
a latitud (México) hay una disminución del número promedio
e alelos (Rho de Sperman = -0.971, n = 6, p =  0.001), heteroci-
ocidad observada (Rho de Sperman = -0.883, n = 6, p  = 0.002)

 heterocigocidad esperada (Rho de Sperman = -0.949, n = 5,
 = 0.05). Este patrón de baja diversidad es consistente con lo
eportado en trabajos que consideran muestras de poblacio-
es mexicanas de monos aulladores (A.  p mexicana) utilizando
icrosatélites (Ellsworth y Hoelzer, 2006; Cortés-Ortiz et al.,

010) y ADN mitocondrial (Dunn et al., 2014).

iversidad  genética  y  fragmentación  del  hábitat

Se conoce que la pérdida de diversidad genética y aumento de
ndogamia resultan de la fragmentación del hábitat (Frankham
t al., 2010). Los resultados de este estudio no apoyan de manera
ontundente la existencia de una pérdida de diversidad genética
n los grupos de monos aulladores estudiados. No se encontraron
iferencias significativas en los diferentes parámetros de diversi-
ad genética (Ho,  He,  A,  Ar) entre grupos del hábitat continuo y
ragmentos de selva ni entre tipos de hábitats (continuo vs. frag-
entado). Estos resultados son similares a lo documentado para

l títi plateado (Mico  argentatus) y mono araña muriqui (Bra-
hyteles arachnoides), en los cuales no se detectaron variaciones
ignificativas en los niveles de diversidad genética reportados

n los grupos estudiados en fragmentos de selva (Gonçalves
t al., 2009; Pope, 1998b). Los resultados obtenidos en este
studio podrían sugerir que la baja diversidad se mantiene en
os grupos a pesar de que el hábitat de los monos aulladores ha
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ido fragmentado. Sin embargo, es importante confirmar esta
nformación incrementando el tamaño de muestra y número de

icrosatélites ya que al realizar el análisis por tipo de hábitat, se
uede identificar una ligera tendencia de que en el hábitat frag-
entado parecen tener en promedio menos alelos por locus (A),

iqueza alélica (Ar), He  y Ho, en comparación con el hábitat con-
inuo. Estos resultados podrían ser un indicio de variaciones en
a diversidad genética entre diferentes condiciones ecológicas.
iferencias en los patrones de diversidad entre sitios continuos y

ragmentos de selva se ha reportado en otras especies de prima-
es no humanos, en los cuales han encontrado una disminución
n riqueza alélica (Holmes et al., 2013), número de alelos por
ocus, y heterocigocidad observada (Grativol, Ballou y Fleischer,
001) en sitios fragmentados.

El análisis de cuello de botella realizado en este estudio indicó
ue los monos aulladores no han experimentado una reducción
eciente o fuerte en el tamaño efectivo poblacional. Existe evi-
encia sobre la reducción en el tamaño de las poblaciones (cuello
e botella) de lémures ratón (Microcebus  ravelobensis,  Micro-
ebus bongolavensis  y Microcebus  danfossi; Olivieri, Sousa,
hikhi y Radespiel, 2008) y tamarinos (Saguinus  bicolor, Farias,
antos, Gordo y Hrbek, 2015) atribuido a la fragmentación del
ábitat. El número limitado de loci considerados en este estudio
odría estar reduciendo la detección de un cuello de botella en
a población (Cornuet y Luikart, 1996).

ndogamia  y  diferenciación  genética

El índice de endogamia (Fis)  obtenido en este estudio revela
n exceso de homocigotos tanto en los grupos del hábitat con-
inuo como en los fragmentos de selva. Resultados similares
ueron reportados por Gonçalves et al. (2003) quienes encon-
raron valores positivos de Fis  en grupos de monos tití plateado
Mico argentatus) en selva fragmentada y sugieren la presencia
e endogamia. Los valores de Fis  de este estudio podrían indi-
ar cierto nivel de endogamia en los grupos de monos aulladores
studiados. Sin embargo, el efecto Wahlund podría también estar
nfluyendo en los resultados obtenidos de Fis.

Los valores de Fst  revelan una baja diferenciación gené-
ica (Fst  = 0.01) entre el hábitat continuo y fragmentado. Estos
esultados difieren a lo reportado en una especie hermana de
ono aullador (A.  caraya), para la cual se documentó una dife-

enciación genética mayor (Fst  = 0.10) entre selva continua y
ragmentada (Oklander et al., 2010). Patrones similares se han
eportado en otras especies de primates como Leontopithecus
osalia (Grativol et al., 2001) y Lepilemur  edwardsi  (Craul et al.,
009), en las cuales también se encontró una alta diferenciación
enética entre sitios continuos y fragmentados.

La baja diferenciación genética entre los tipos de hábitats
e este estudio sugiere que podría existir flujo genético entre
as diferentes condiciones ecológicas. Sin embargo, este flujo
odría ser afectado debido a la barrera detectada que separa

 los grupos del hábitat continuo de los fragmentos de selva.

n particular, esta barrera se ubica entre los grupos C1 y el
F1, y en una zona ausente de vegetación por la presencia de
otreros y cultivos. Esta barrera podría limitar la dispersión de
os individuos entre sitios. Existe evidencia de que en zonas

C
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erturbadas, la tasa de dispersión puede ser afectada teniendo
omo consecuencia una reducción en el flujo génico entre los
rupos (Améndola-Pimenta, 2009; Oklander y Corach, 2013;
klander et al., 2010).
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